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 序   章  
 
我々人類は細菌や真菌と密接に関わって生活している．人間の体に
は 100 兆個以上の常在菌が生息しており，特に腸内細菌は人間の免疫
の調節に関与していると言われている 1)．また，人間は嗜好品の製造
や環境保全のために，さらにバイオテクノロジーの分野でも細菌や真
菌を利用してきた．一方で，人類は細菌類による感染症に苦しめられ，
死亡原因の大半が感染症となっていた時代もあった．  
この感染症の治療に大きく貢献したのが抗菌薬である．ペニシリン
は世界初の抗菌薬として 1929 年に発見され，特に第二次世界大戦の際
には負傷後の破傷風による感染症に広く使われた．その後セフェム系
抗菌薬の発見や全合成によって作られたニューキノロン系抗菌薬など
多くの抗菌薬が作られ，感染症の治療は急速に進歩した．例えば，放
線菌から発見された抗菌薬であるストレプトマイシンや結核に効果が
あるイソニアジド，ピラジナミドなどの抗結核薬の発見は，かつて 1
位であった結核の死亡率を現在では 26 位まで低下させた．  
しかし抗菌薬の開発の一方で，細菌類の抗菌薬に対する耐性化が問
題となっている．例えばペニシリンに対する耐性菌は実用化から間も
ない 1940 年台に発見されている．ペニシリンの作用機序は細菌類が有
するペニシリン結合タンパク質に結合することによる細胞壁合成阻害
だが，耐性化はそのタンパク質に変異が起こりペニシリンの結合能が
低下したために生じた．人類はこの耐性菌に対抗するための抗菌薬と
してメチシリンを開発したが，更にメチシリンに耐性を獲得した
Methic i l l in - res i s tan t  Staphylococcus  aureus  (MRSA)が発生した．この
MRSA は医療施設内での院内感染だけではなく community-acquired 
MRSA (CA-MRSA)と言われる市中感染型の MRSA の増加，治療薬であ
るバンコマイシンの最少発育阻止濃度（MIC）が 2 µg/mL の株の出現
により治療難渋例が増えている 2)という問題があり，より注意が必要
な菌種である．  
一方真菌症に着目すると，近年増加傾向にあるのは Aspergillus 属菌
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 が原因で生じるアスペルギルス症であり，剖検例中の内臓真菌症（深
在性真菌症）として検出される頻度が最も多い菌種である 3) (Fig. 1)．
以前は Candida 属菌の検出が最も多かったが，新規抗真菌薬の登場に
よりカンジダ症の治療効果が上昇したこと及び易感染性の病態で患者
が長期生存可能になり，Aspergillus 属菌の感染を受ける機会が増加し
たため Aspergillus 属菌の検出頻度が上昇したと考察されている 4)．ア
スペルギルス症の代表的なものとしては，Aspergillus 属菌がアレルギ
ー源となり発症するアレルギー性気管支肺アスペルギルス症，肺ある
いは気管支に器質的な病変が存在する場合に発症する肺アスペルギロ
ーマ，好中球減少，強力な免疫抑制薬及び抗がん剤投与時に発症頻度
が高い侵襲性アスペルギルス症がある．この中でも侵襲性アスペルギ
ルス症は致死率が 58％と高い予後不良な疾患である 5)．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  1 .  わが国の病理剖検例における内臓真菌症の年次別発生頻度と抗真菌薬の上市年 6).  
この Aspergillus 属菌の感染には胞子が重要とされているが，空気中
にも多く存在し無意識に一日数百個を吸いこんでいると言われている
7)．特に建物の建築や改築が近くで行われていた場合にアスペルギルス
症の発症率が上がるため 8,  9 )，病院内の空調設備の清掃や HEPA フィル
ターによる管理が重要とされている 10, 11)．この胞子は健常人であれば
肺胞マクロファージや好中球などの生体の防御機構により排除するこ
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 とができるが 12, 13)，免疫能の低下した患者では排除できずに感染して
しまい 14)，特に骨髄移植患者などの好中球減少患者は発症のリスクが
高いと言われている 15-18)．  
こ れ ら の 真 菌 症 に 対 す る 治 療 薬 で あ る 抗 真 菌 薬 と し て は ，  
cytochrome P450 を阻害し，細胞膜成分のエルゴステロール合成を阻害
するアゾール系，エルゴステロールに結合し細胞膜を破壊するポリエ
ン系があるが，近年新しくキャンディン系抗真菌薬が発売されている．
これは新規作用部位として細胞壁に存在する β-1,3-グルカン合成酵素
阻害作用を有するが，真菌特異的な作用部位のため副作用が少ないと
いう利点がある．一方で細菌と同様に真菌の耐性化の問題が危惧され
ており，イトラコナゾールやボリコナゾール耐性の A. fumigatus19-22)，
アムホテリシン B 耐性の Aspergillus terreus23)などが出現しており，今
後の耐性化の進行に注意が必要である．また Aspergillus 属菌では未だ
認められていないが，Candida 属菌ではキャンディン系抗真菌薬低感
受性菌の存在が報告されていることから 24-26)，更なる耐性化の防止，
新規抗真菌薬の開発が求められている．  
これらのアスペルギルス症の治療には早期診断が重要であり，診断
法としては微生物学的検査，病理組織学的検査，画像検査，真菌抗原
検査，分子生物学的検査の有用性が明らかとなっている．このうち確
定診断は培養検査，鏡検，病理組織学的検査で行えるが，状態不良の
患者に侵襲的検査は行えず明確な結果が得られない場合があり，補助
診断法としてこれら以外の診断法も用いられている．その中でも真菌
抗原検査として，菌体が産生するガラクトマンナン抗原を ELISA 法で
検出するキット (Plateria Aspergillus EIA)は発症早期に短時間で感染の
有無の確認ができるため頻用されている．これはガラクトマンナンに
含まれるオリゴガラクトフラノース (Galf)鎖が特異的な抗原性を有す
るため，この抗原に対するモノクローナル抗体を診断に応用したもの
である 27)．  
これまでに真菌の細胞壁抗原多糖の研究は広く行われている．特に
Candida 属菌の細胞壁の最外層に存在するマンナンタンパク質複合体
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 28)は，宿主細胞への付着 29, 30)，マクロファージとの相互作用 31, 32)，細
胞壁の構築 33, 34)，病原性への関与 35)等に関する解析が進められている．
一方で細胞壁ガラクトマンナンについては，これまでに Penicillium36), 
Malassezia37), Trichophyton38)で構造解析の報告があり，また Galf を有
する菌の細胞壁糖鎖構造として Cladosporium39)や Lactobacillus40, 41)，
Fusarium42)が近年報告されており，自然界での Galf の存在が徐々に明
らかとなっている．この Aspergillus 属菌が有する Galf については，A. 
fumigatusにおいて病原性への関与 43, 44)や Aspergillus nidulansにおいて
抗真菌薬に対する感受性への影響 45)といった報告があり，ヒトが有し
ていない糖鎖構造という特徴を利用した Galf の機能に関する研究の進
展が期待されている．一方で，近年遺伝子欠損株の作製による Galf の
機能解析は盛んに行われているものの，Galf 鎖の構造に着目した研究
はほとんど行われていなかった．   
現在臓器移植などの医療技術の進歩に伴う真菌症の増加が危惧され
ており 46)，特に内臓真菌症の中で検出割合の大きい Aspergillus 属菌は
今後更に増加する可能性がある．また抗真菌薬は細菌感染症と異なり
治療薬が限られていることや耐性化の懸念もあることから，Aspergillus
属菌の性質及び病原性に関する研究を更に進める必要がある．そこで
本研究では，アスペルギルス症の新たな診断法や治療薬開発のために，
その基礎となる Aspergillus 属菌の細胞壁構造の理解を目的とし，細胞
壁に特徴的に存在するガラクトマンナンに着目し構造解析を行った．
その結果，培養条件，菌種により Galf 側鎖の長さが大きく変化するこ
と，更に新規糖鎖構造の存在することを明らかにした．  
第一章では異なる培地で培養した A. fumigatus の O-結合型オリゴ糖
の構造の変化，第二章では異なる培地で培養した A. fumigatus の N-結
合型ガラクトマンナンの構造の変化，第三章では Aspergillus niger 及
び A. terreus の N-結合型ガラクトマンナンの詳細な構造について解析
した結果を報告する．  
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 第一章  
異なる培地で培養した Aspergillus fumigatus の  
O-結合型オリゴ糖の構造解析  
 
 
第一節 緒論  
 
糖タンパク質とはタンパク質に糖鎖が結合したものであるが，その
中でもO-結合型糖鎖はセリンまたはスレオニン残基に結合したものを
指す．人類が有するO-結合型糖鎖としては免疫グロブリン 47)やヒト絨
毛性ゴナドトロピン 48)の構造が解析されており、特にα-ジストログリ
カンについてはSiaα2→3Galβ1→4GlcNAcβ1→2Manというシアル酸を
含む糖鎖を初め 49)，様々な構造を持つ一連のO-結合型糖鎖構造が報告
されている 50-53)．一方，哺乳類とは異なりSaccharomyces cerevisiaeなど
の真菌が持つO-結合型糖鎖は全てO-mannose型糖鎖である 54)．パン酵母
はα-1,2結合及びα-1,3結合のmannoseが1-5残基繋がる糖鎖を有してお
り，O-結合型糖鎖は酵母の生存や細胞壁の生合成に関与していると報
告されている 55)．またCandida albicansの構造はS. cerevisiaeの糖鎖と類
似しておりα-1,2結合のmannoseが2-3残基結合しているが 56)，
Cryptococcus neoformansではmannose以外にgalactoseやxyloseを有する
特徴的な構造であり 57)，真菌のO-結合型糖鎖は菌種によって様々な構
造の糖鎖を有することが知られている．一方Aspergillus属菌についての
構造解析では，A. fumigatusのO-結合型糖鎖はGlcpα1→6Man，Galfβ1→ 
6Manpα1→6Man，Galfβ1→5Galfβ1→6Manpα1→6Man，Galfβ1→5Galfβ1→ 
5Galfβ1→5Galfβ1→6Manを有すること 58)や，Aspergillus awamoriの
glucoamylase I はmannose, α-1,2-mannotrioseを有するという報告があ
る 59)．また近年タンパク質のセリンあるいはスレオニン残基にmannose
を転移する酵素であるprotein O-mannosyltransferaseに関する研究も行
われており，A. fumigatusのAfPmt1p, AfPmt2p, AfPmt4p60,  61)や，A. 
nidulansのPmtA62)の欠損により細胞壁構築に影響が生じることから，
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 Aspergillus属菌が有するO-結合型糖鎖も重要な役割を有していると考
えられている．しかし，様々な構造の糖鎖の存在理由や遺伝子欠損状
態での糖鎖構造は明らかになっていない．  
これまでに C. albicans を yeast nitrogen base 培地で培養した際に
yeast extract-peptone-dextrose 培地で培養した場合よりも細胞壁表面の
疎水性の増加することが報告されている 63)．また同培地で培養した際
のマンナン構造や抗原性について，リン酸基や β-1,2 結合 mannose が
消失し，非還元末端 α-1,3 結合が増加することや抗原性の変化するこ
とが報告されている 64)．これらの結果は Aspergillus 属菌においても細
胞壁糖鎖の構造が変化する可能性を示唆していた．そこで，本章では
A. fumigatusを yeast nitrogen base培地及び yeast extract-peptone-dextrose
培地で培養を行い，得られた O-結合型オリゴ糖鎖の構造の違いについ
て検討を行った．  
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 第二節 実験材料及び実験方法  
 
1．使用菌株  
Aspergillus fumigatus var. fumigatus NBRC 33022 を用いた．菌体は独
立行政法人製品評価技術基盤機構バイオテクノロジー本部より入手し
た．   
 
2．菌の培養  
培地は yeast extract-peptone-dextrose 培地  (0.5% yeast extract (透析後
の透析外液を使用 )，1% peptone，2% glucose) (以下 YPD 培地と略す ) は
500 mL 三角フラスコに分注しオートクレーブ滅菌を行い使用した．
yeast nitrogen base-galactose 培地  (9% galactose，0.67% yeast nitrogen 
base (0.5% ammonium sulfate，少量のアミノ酸，ミネラル，ビタミンを
含む )) （以下 YNB 培地と略す）は，まず galactose を三角フラスコに
分注しオートクレーブを行い，YNB は 0.22 µm メンブランフィルター
を用いて分注することにより調製した．本菌は 2% agar を含む YPD 斜
面寒天培地で前培養の後，上記の培地に適量移植し，28℃，14 日間静
地培養した．  
 
3．培養濾液粗画分の調製  
培養後 formaldehyde を最終濃度が 1%になるよう加え一晩静置した
後，ろ紙を用いて培養濾液と菌体を分離した．培養濾液は 30-40℃で減
圧濃縮し，2-3 日流水透析を行い，再度減圧濃縮し凍結乾燥を行った． 
 
4．ガラクトマンナンの分離  
培養濾液粗画分を精製水で溶解後 3000 rpm，10 分間遠心分離し，上
清を DEAE-Sepharose Fast Flow column (5×20 cm) にかけ水，0.1 M NaCl，
1 M NaCl で溶出した．溶出液の糖含量をフェノール・硫酸法で測定後
回収し，減圧濃縮，2-3 日流水透析を行った後，再び減圧濃縮して凍結
乾燥した．YPD 培地及び YNB 培地で培養して得られたガラクトマン
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 ナンを以下それぞれ P-GM 及び N-GM と略す．  
 
5．菌体からのオートクレーブ粗抽出物の調製  
菌体はろ紙を用いて分離した後，生理食塩水で洗浄し，acetone を加
えて沈積し 4℃で保存した．acetone 脱脂した菌体を濾紙濾過し，再度
acetone に沈積し濾過した．これを 3 回繰り返した後，菌体を室温で乾
燥させ乳鉢中で粉砕した．粉砕した菌体に精製水を加え，121℃，3 時
間，オートクレーブにかけ熱水抽出を行った．冷後，3000 rpm，20 分
間遠心分離し上清を 2-3 日流水透析した後，凍結乾燥を行った．  
 
6．Cetavlon 法による粗ガラクトマンナンの分離  
オートクレーブ粗抽出物を Cetavlon 法により精製した 65)．粗抽出物
2 g を精製水 40 mL に溶かし，9% Cetavlon (hexadecyl-trimethyl-ammo- 
nium bromide) 溶液 20 mL を加え室温で 1 時間攪拌後，3000 rpm，25℃
で 30 分間遠心分離を行った．得られた上清に 1% boric acid 40 mL を加
え撹拌しながら 1 M NaOH 溶液を滴下し pH 9.5 に調整した．生じた沈
殿を 3000 rpm，10 分間遠心分離で回収し，0.5% sodium acetate 溶液  (pH 
9.5) 100 mL で洗浄後，2% acetic acid 2 mL で溶かし，0.8% sodium 
acetate/ethanol 溶液に少量ずつ加えた．生じた沈殿を 3000 rpm で 10 分
間遠心分離し，沈殿を 2% acetic acid/ethanol 溶液で洗浄し乾燥後，適
量の水に溶かし 2-3 日流水透析し，回収後凍結乾燥を行った．  
  
7．O-結合型糖鎖の分離  
O-結合型糖鎖は 2 種の条件で β-elimination により分離した．還元条
件下でのオリゴ糖調製は，粗ガラクトマンナン 300 mg に 0.5 M 
NaBH4/0.1 M NaOH 30 mL を加え，室温で 24 時間反応させることによ
り遊離させた 66)．その後 acetic acid で中和し，Amberlite IR-120 (H＋型 ) 
で脱イオンし，生成物を Bio-Gel P-6 column（2.5×100 cm）にかけた．
非還元条件下でのオリゴ糖調製は，粗ガラクトマンナン 300 mg に 0.1 
M NaOH 30 mL を加え室温で 24 時間反応させることにより遊離させた
8 
 
 67)．その後 1 M HCl 3 mL で中和し，Bio-Gel P-6 column（2.5×100 cm）
にかけた．両溶出液の糖含量をフェノール・硫酸法で測定後各オリゴ
糖別に回収し，更に Bio-Gel P-2 column（2.5×100 cm）又は Bio-Gel P-4 
column（2.5×200 cm）にかけ，同様に発色後それぞれのオリゴ糖を回
収し凍結乾燥を行うことにより精製した．溶出位置は Candida マンナ
ンのアセトリシスにより得られた 2 糖から 6 糖までのオリゴ糖 68)を標
準品として用いた．  
 
8．メチル化分析  
メチル化分析は多糖，オリゴ糖共に Ciucanu らの方法 69)に準じ，次
のように行った．試料 1 mg に DMSO 1 mL を加え，1 時間攪拌し試料
を溶解した．次に多糖の場合は乳鉢ですりつぶした粉状の NaOH 50 mg
を添加し，3 時間攪拌後 CH3I を 500 µL 加え，更に 3 時間撹拌した．
オリゴ糖の場合は同様に粉状の NaOH を 50 mg 添加し，30 分攪拌後
CH3I を 500 µL 加え，更に 30 分撹拌した．反応液に，水  1 mL と
chloroform 1 mL を加え激しく振り混ぜて抽出後，1500 rpm，3 分間遠
心分離を行い chloroform 層を回収し，水で 3 回洗浄後 chloroform 層に
無水硫酸ナトリウムを適量加え脱水しメチル化誘導体を得た．  
続いて，得られたメチル化誘導体を GC/MS で解析を行うために，部
分メチル化アルジトールアセテートを以下のように調製した．まず 2 
M trifluoroacetic acid (TFA) 3 mL (TFA 450 µL と水  2.55 mL を混和して
調製した ) を加え 110℃で 3 時間加水分解し，濃縮乾固した．その後
2-propanol を 2 mL 加え 40℃で濃縮乾固を 3 回繰り返した．次に NaBD4 
15 mg，水  1 mL を加え一晩放置し還元した．その後 acetic acid 50 µL
で中和し濃縮乾固の後，methanol を 2 mL 加え 40℃で濃縮乾固を 3 回
繰り返した．更に acetic anhydrideと pyridineの混合溶液  (1：1, v/v) 4 mL
を加え 100℃で 3 時間反応させアセチル化を行った．その後減圧乾固
し，更に toluene を 2 mL 加え 50℃で濃縮乾固を 3 回繰り返した．その
後 chloroform 1 mL で抽出し，水で 3 回洗浄し chloroform 層を濃縮乾固
後，acetone 5 mL に溶解し GC/MS で解析した．GC/MS の条件は以下の
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 通りである．  
 
 カラム名：DB-5 
 カラムサイズ：0.32 mm × 30 m 
  He ガス：20.4 mL/min 
  カラム充填剤： (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane 
昇温プログラム：  
100℃  (10 min), 20℃ /min (2.5 min)→5℃ /min (18 min)→20℃ /min      
(3 min)→300℃  
 
9．HPLC による Galf オリゴ糖異性体の分離  
得られたオリゴ糖を精製水 100 µL に溶解し，50 µL ずつ TOSOH 製
高速液体クロマトグラフ装置  (PX-8010) を用い分離しエルマ光学製
示差屈折計でピークを検出し，各ピークを回収した．回収したピーク
を再度 HPLC で分離し，異性体のピークを除去してオリゴ糖を精製し
た．分離したオリゴ糖は減圧濃縮後凍結乾燥した．HPLC の条件は以
下の通りである．  
カラム名称：YMC-PACK PA-25 
カラムサイズ：10×500 mm 
移動相：acetonitrile：H2O ( 63：37 ) 
 
10．核磁気共鳴スペクトル分析  
1H-NMR，13C-NMR，total correlation spectroscopy (TOCSY), 2D nuclear 
Overhauser enhancement spectroscopy (NOESY)の測定は日本電子核磁気
共鳴装置  (JEOL JNM-LA600) を用いて行った． 1H-NMR の測定は試料
1-10 mg を重水  (D2O) 0.7 mL に溶解し， acetone を内部標準物質  
(1H-NMR は 2.225 ppm， 13C-NMR は 31.07 ppm)として室温，45℃又は
70℃で行った．  
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 11．糖量測定  
糖量はフェノール・硫酸法 70)により次のように測定した．試料を試
験管に 20，50 又は 100 µL ずつ取り，5% phenol 100 µL，sulfuric acid 500 
µL を加え，37℃，20 分インキュベートし，TOSOH 製マイクロプレー
トリーダー  (MPR-A4) で 492 nm の吸光度を測定した．  
 
12．α-mannosidase 処理  
還元条件下で得た糖アルコール型の各オリゴ糖 20 mg を 50 mM 
borate buffer (pH 4.5) 1 mL に溶解し， Jack bean 由来 α-mannosidase を 5 
unit 加え ， 37℃ で 24 時 間イ ン キュ ベ ー トし た 71)． 次に こ の
α-mannosidase 処理成績体混合物を Bio-Gel P-2 column (2.5×100 cm) に
かけて分画し，それぞれのオリゴ糖を分取した．  
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 第三節 結果  
 
O-結合型糖鎖に及ぼす培地の影響  
2 種の異なる培地で培養した菌体から培地中に遊離した細胞壁ガラ
クトマンナンの O-結合型糖鎖について差異を検討するために，
β-eliminationで遊離したオリゴ糖を Bio-Gel P-6 columnにかけて多糖画
分とオリゴ糖画分に大きく分けて分取し，その後オリゴ糖画分を再度
Bio-Gel P-2 column もしくは Bio-Gel P-4 column にかけて分離した  (Fig. 
1-1)．その結果 P-GM は 4 糖までのオリゴ糖しか得られなかったのに対
し，N-GM では 10 糖前後までのオリゴ糖が得られた．このことから，
培地の変化は O-結合型糖鎖の Galf オリゴ糖鎖の長さに影響すること
が明らかとなった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  1-1.  Comparison of the chain length of O-linked ol igosaccharides obtained from A. 
fumigatus  grown under distinct  cul ture conditions. Cultures were grown in YPD or YNB medium; 
galactomannans were isolated by DEAE-Sepharose column chromatography;  and the result ing 
P-GM and N-GM (respectively) were subjected to  β-elimination under non-reducing conditions 
(see Materials and methods for ful l  descript ion.) The O-linked ol igosaccharides released from 
P-GM were separated by a column (2.5 × 100 cm) of Bio-Gel P-2 (A) and from N-GM by a 
column (2.5 × 200 cm) of Bio-Gel P-4 (B).  The carbohydrate content  in each fract ion was 
determined by the phenol/sulfuric acid method.  The numbers from 1 to  6  indicate the elut ion 
posit ion of mannose and mannooligosaccharides from biose to  hexaose obtained from Candida  
mannan by acetolysis.  
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 新規 O-結合型糖鎖の構造解析  
これら O-結合型糖鎖の構造を NMR 及びメチル化分析により解析し
た．菌体抽出物から得たガラクトマンナンの O-結合型糖鎖は培養上清
から回収したガラクトマンナンの O-結合型糖鎖と同じ構造であった
た．オリゴ糖は非還元条件下で β-elimination することにより得られた
還元末端がアノマー異性体  (α 体及び β 体 ) の平衡状態のものと，還元
条件下で β-elimination することにより得られた還元末端糖残基が糖ア
ルコール型のものの 2 種類を用いて解析した．メチル化分析の結果
（Table 1-1），2 糖は Manpα1→2Manp であることが明らかとなり，ま
た 3 糖 以 上 で は 糖 ア ル コ ー ル 型 の オ リ ゴ 糖 の 還 元 末 端 が
2,6-di-O-substituted mannitol (2,6-Man-ol) と 6-O-substituted mannitol 
(6-Man-ol) の 2 種類存在することが明らかとなった．この 2,6-Man-ol
残 基 の メ チ ル 化 で 得 ら れ た 2,6-di-O-acetyl-1,3,4,5-tetra-O-methyl 
mannitol (2,6-Man-ol) (Fig. 1-2B) は非還元末端の mannose 残基由来の
1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl mannitol (t-Manp) (Fig. 1-2A) の
180°回転対称体であるためガスクロマトグラフィーでは同じピーク
として検出され区別できなかった．そこで還元条件下，非還元条件下
それぞれで β-elimination を行い両者を比較した．すなわち非還元条件
下で β-eliminationを行った際に得られたオリゴ糖について GC-MS分析
を行ったところ，非還元末端 mannose 残基  (t-Manp) からは m/z 102，
m/z 118，m/z 162 のフラグメントイオンが現れる  (Fig. 1-2C) のに対し，
還元条件下で得たオリゴ糖を同様にメチル化分析すると m/z 101と m/z 
102，m/z 117と m/z 118，m/z 161のフラグメントイオンが強く現れ  (Fig. 
1-2D)，2 種の部分メチル化アルジトールアセテートが確認できた．従
っ て 還 元 条 件 下 で 得 た オ リ ゴ 糖 の メ チ ル 化 物 中 に
1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl mannitol (t-Manp)及び 2,6-di-O- 
acetyl-1,3,4,5-tetra-O-methyl mannitol (2,6-Man-ol) が含まれていること，
すなわち 2,6-分岐マンノースの存在が明らかとなった．以上の結果は
結合様式が異なる 2 種類のオリゴ糖の存在を示しており，その構造は
3 糖では分岐オリゴ糖である Galfβ1→6(Manpα1→2)Manp と直鎖オリゴ
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 糖の Galfβ1→5Galfβ1→6Manp であることが明らかとなった．また 4 糖
以上の構造は 3 糖と同様の 2 種類の基本構造の末端に Galf が β-1,5 結
合で伸長しており，長いオリゴ糖では β-1,6 結合の存在も示していた
(Table 1-1)．  
 
 
 
 
Table 1-1 .  GC–MS analysis of O-methylaldi tol acetates derived from methylat ion analyses of  
O-linked ol igosaccharides 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Released ol igosaccharides by β-elimination in the presence (+) or the absence (−) of NaBH4 were 
separated using Bio-Gel P-2 column and eluates corresponding to biose fract ion to  pentaose 
fract ion were analyzed by methylat ion analysis.  
aRetention t ime relat ive to  that  of 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl  mannitol.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O -Methylalditol acetate Sugar linkage RRTa
－ ＋ － ＋ － ＋ － ＋
2,3,4,6-Me4-Man t-Manp 1.00 1.00 1.00 2.60 - 3.00 - 1.40 -
3,4,6-Me3-Man 2-Manp 1.08 0.80 - - - - - - -
1,3,4,5,6-Me5-Man 2-Man-ol 0.88 - 0.80 - - - - - -
2,3,4,6-Me4-Man t-Manp
+ + 1.00 - - - 6.00 - 4.10 - 2.50
1,3,4,5-Me4-Man 2,6-Man-ol
3,4-Me2-Man 2,6-Manp 1.20 - - 2.10 - 3.40 - 1.40 -
2,3,4-Me3-Man 6-Manp 1.11 - - 1.00 - 1.00 - 1.00 -
1,2,3,4,5-Me5-Man 6-Man-ol 0.90 - - - 1.00 - 1.00 - 1.00
2,3,5,6-Me4-Gal t-Galf 1.01 - - 3.40 2.60 3.20 1.70 2.40 1.50
2,3,6-Me3-Gal 5-Galf 1.09 - - 1.60 1.50 7.00 4.30 8.00 5.70
2,3,5-Me3-Gal 6-Galf 1.14 - - - - 0.10 0.10 0.50 0.30
Pentaose fraction
NaBH4 NaBH4 NaBH4NaBH4
Biose fraction Triose fraction Tetraose fraction
14 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  1-2.  Mass spectra of partial ly methylated aldi tol  acetate derived from O-linked 
ol igosaccharides.  (A) Fragmentat ion scheme of deuterium labeled 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-  
tetra-O-methyl  mannitol ,  which corresponds to  a non-reducing terminal  mannose ( t-Manp ).   
(B) Fragmentat ion scheme of reversed 2,6-di-O-acetyl -1,3,4,5-tetra-O-methyl  mannitol ,  which 
corresponds to 2,6-di-O-subst i tuted mannitol  (2 ,6-Man-ol) .  (C) Mass fragment ions of 
deuterium-labeled 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl  mannitol ( t-Manp )  as the standard.   
(D) Mass fragment ions of a mixture of deuterium-labeled 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-  
methyl  mannitol ( t-Manp )  and 2,6-di-O-acetyl-1,3,4,5-tetra-O-methyl  mannitol  (2 ,6-Man-ol)  
obtained from oligosaccharides longer than biose fract ion released by β-el imination under 
reducing conditions.  
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 この構造の確認のために 1H-NMR 解析を行った結果，還元末端
mannose (5.35-5.37 ppm)，非還元末端及び中間 Galf (5.19-5.22 ppm)及び
mannose に結合する Galf (5.02-5.05 ppm) のシグナルが得られた  (Fig. 
1-3A)．還元条件下の β-elimination で得たオリゴ糖 (2 糖 -5 糖をそれぞれ
O2-O5 と略す )は還元末端の mannose (Man-A) のシグナルが消失し，こ
れに隣接する α-1,2-結合 mannose (Man-B) のシグナルの高磁場シフト
が観測された  (Fig. 1-3B)．そこで分岐オリゴ糖の α-1,2 結合 mannose
を除去し構造解析を進めるために，これらのオリゴ糖について
α-mannosidase 処 理 を 行 い ， 再 度 Bio-Gel P-2 column に か け
α-mannosidase 抵 抗 性 の 直 鎖 オ リ ゴ 糖 (n)と 分 岐 オ リ ゴ 糖 由 来 の
α-mannosidase 分解成績体である直鎖オリゴ糖 (n-1)を分離し  (Fig. 
1-3E)，それぞれについて 1H-NMR 解析を行った  (Fig. 1-3C,1-3D)．そ
の結果，オリゴ糖異性体混合物中の直鎖オリゴ糖と分岐オリゴ糖由来
のオリゴ糖が区別でき，主鎖の mannose に結合する非還元末端 Galf は
5.045 ppm，mannose に結合する Galf は 5.022 ppm，1,5 結合中間 Galf は
5.195 ppm，非還元末端 Galf は 5.220 ppm であることが明らかとなった．
また，mannose に Galf が直鎖状に繋がるものと，mannose に Galf と
mannose が分岐状に繋がるものの存在は 3 糖の α-mannosidase抵抗性直
鎖オリゴ糖 (O3-3)と 4糖の分岐オリゴ糖由来の α-mannosidase分解成績
体である直鎖オリゴ糖の 3 糖 (O4-3)の 1H-NMR シグナルが一致するこ
と，さらに 4 糖の α-mannosidase 抵抗性直鎖オリゴ糖 (O4-4)と 5 糖の分
岐オリゴ糖由来の α-mannosidase 分解成績体である直鎖オリゴ糖の 4
糖 (O5-4)の 1H-NMR シグナルが一致することから確認できた．またこ
れらの O-結合型糖鎖の 1H-NMRの化学シフト値を Table 1-2に示した．  
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Fig.  1-3.  1H NMR spectra of O-l inked oligosaccharides. (A) Oligosaccharides obtained by 
β-elimination under non-reducing conditions. (B) Oligosaccharides obtained by β-el imination 
under reducing condit ions. The biose fract ion to  pentaose fract ion were designated as O2 to  O5, 
respectively.  O3 to  O5 were treated with α-mannosidase and downsized (n-1) oligosaccharides 
(C) and α-mannosidase resistant  (n) ol igosaccharides (D) were separated by Bio-Gel P-2 column 
chromatography.  (E) The separat ion scheme of α-mannosidase degradation products.  For the 
structure in  this figure,  symbols ○  and □  indicate galactofuranose (Gal f)  and mannopyranose 
(Man) residues, respectively.  O3-3 and O3-2 indicate α-mannosidase resistant  t riose and i ts  
degradation product ,  biose,  respectively.  O4-3 and O5-4 indicate t riose and tetraose obtained 
from O4 and O5,  respectively,  by α-mannosidase degradation.  
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 Table 1-2.  1H NMR chemical shifts  (δ) of O-l inked ol igosaccharides 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sugar residue and structure
F               E               D               C               A F E D C A
                                                                      B B
Biose fraction                                                                       Manp α － 5.366
                                                                     ↑2
                                                                       Manp α1 5.046
                                                                     Mannitol ＋ -
                                                                     ↑2
                                                                     Manp α1 5.003
Triose fraction                                                       Galf β1→6Manp α － 5.046 5.352
                                                                     ↑2
                                                                    Manp α1 5.056
                                                      Galf β1→6Mannitol ＋ 5.05 -
                                                                    ↑2
                                                                    Manp α1 5.003
                                   Galf β1→5Galf β1→6Manp α － 5.192 5.028 5.056
                                   Galf β1→5Galf β1→6Mannitol ＋ 5.22 5.023 -
Tetraose fraction                                    Galf β1→5Galf β1→6Manp α － 5.222 5.019 5.352
                                                                    ↑2
                                                                     Manp α1 5.053
                                   Galf β1→5Galf β1→6Mannitol ＋ 5.222 5.025 -
                                                                    ↑2
                                                                     Manp α1 5.002
                Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→6Manp α － 5.222 5.194 5.019 5.053
                Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→6Mannitol ＋ 5.222 5.195 5.025 -
Pentaose fraction                 Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→6Manp α － 5.221 5.195 5.024 5.352
                                                                    ↑2  
                                                                      Manp α1 5.048
                Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→6Mannitol ＋ 5.221 5.197 5.025 -
                                                                    ↑2
                                                                     Manp α1 5.003
Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→6Manp α － 5.221 5.195 5.195 5.024 5.048
Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→6Mannitol ＋ 5.221 5.197 5.197 5.025 -
Galf β1→6Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→6Manp α － 5.048 5.23 5.195 5.024 5.048
Galf β1→6Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→6Mannitol ＋ 5.048 5.232 5.197 5.025 -
Oligosaccharides
Reduction 
by NaBH4
H-1 Chemical shift, δ  (ppm)
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 O-結合型糖鎖の全体構造  
これらの結果から 2 種の異なる培地で培養し産生されるガラクトマ
ンナンの O-結合型糖鎖の構造を Fig. 1-4 に示す．P-GM から得た O-結
合型糖鎖は直鎖状及び分岐状のものが 4 糖までしか存在していないの
に対し，N-GM から得たものでは Galf 鎖が長く，10 糖前後までのオリ
ゴ糖の存在していることが明らかとなった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  1-4.  Proposed structures for  P-GM (A) and N-GM (B). Each of the structures is  one of the 
possibil i ties out of the statistical  ensemble.  Man and Gal f  denote D-mannopyranose and 
D-galactofuranose residues,  respectively.  The side chain sequence is  not  specified.  
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 第四節   考察  
 
通常，O-結合型糖鎖の解析の際に β-elimination を行う場合には，
NaBH4下での還元を行いながらオリゴ糖を得る．これは，β-elimination
の際に遊離するオリゴ糖の還元末端が異性化もしくはピーリング反応
を起こす恐れがあるためである．また還元末端を糖アルコール型とす
ることで異性体の存在がなくなるため， 1H-NMR シグナルが単純とな
り解析しやすいという利点もある．一方で，フェノール・硫酸法によ
る発色の際に通常単糖として現れる糖が糖アルコールとなるため検出
できないことや，メチル化分析を行った際に還元末端の糖のガスクロ
マトグラフのピークが糖アルコールの場合異なる位置に現れてしまい
解析が複雑になる場合がある．そこで今回は還元条件下及び非還元条
件下で β-elimination を行い，ガスクロマトグラフィーで retention time
が同じになる 2 種類のオリゴ糖を区別し，それぞれメチル化分析，NMR
解析を行うことで詳細な解析を行った．  
これまでにも A. fumigatus の O-結合型糖鎖の構造は報告されている
が 58)，今回同様の構造が確認できたのは 5 糖のみであり，新たに分岐
状の Galfβ1→6(Manpα1→2)Manと直鎖状の Galfβ1→5Galfβ1→6Man及び
長い Galf鎖の中に β-1,6結合を有している糖鎖の存在を明らかにした．
特に mannoseと Galfの分岐オリゴ糖は今まで報告されている O-結合型
糖鎖の中でも珍しく，これまでの報告では Fusarium 属菌に関する報告
54)のみである．今回 A. fumigatus に新たな構造の O-結合型糖鎖を発見
したが，A. niger では糖の種類や結合様式が異なる 5 種類の O-結合型
糖鎖の存在が報告されているため 72)，菌種，菌株により存在するオリ
ゴ糖の構造が僅かに異なっている可能性が考えられる．また O-結合型
糖鎖の役割として細胞壁の形成や維持への関与が報告されているが 54, 
73)，これらの構造の違いが与える影響については未解明であり今後の
研究課題となっている．  
本研究により培地成分の違いが，O-結合型糖鎖の Galf 鎖の長さに影
響を及ぼすことが明らかとなった．Galf 鎖の生合成に関与する遺伝子
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 としては，近年 galactofuranosyltransferase (GfsA) が報告されている 74)．
今回解析した Galf鎖は β-1,5結合及び β-1,6結合が共存した構造となっ
ていたが，GfsA により合成される Galf 鎖の結合様式については未だ明
らかとなっていない．Mycobacterium tuberculosis が有する UDP-galacto- 
furanosyl transferase (UGT) は β-1,5 結合 Galf 及び β-1,6 結合 Galf 両転
移酵素活性を有するため 75)，GfsA も同様の活性を有する可能性があり
今後検討する必要がある．  
Leitao ら 58)は A. fumigatus の O-結合型オリゴ糖に抗原活性があるこ
とを報告しているが，今回解析した構造にも Galf 鎖が存在しているこ
とから同様に抗原活性を有すると考えられる．しかし N-結合型ガラク
トマンナンと比較すると糖鎖の長さが短いことから，O-結合型糖鎖は
N-結合型ガラクトマンナンに覆われて存在している可能性があるがそ
の立体的位置関係は未だ明らかになっていない．そのためアスペルギ
ルス症の診断用モノクローナル抗体の O-結合型オリゴ糖との反応性
の程度は不明であり，今後更なる解析が求められる．  
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 第二章  
異なる培地で培養した Aspergillus fumigatus の  
N-結合型ガラクトマンナンの構造解析  
 
第一節 緒論  
 
真菌類や細菌類は細胞壁を有しているが，特に酵母は細胞壁に特徴
的な β-グルカンとマンナンの存在がよく知られている．その構造は属
や種によって異なっており，当研究室では C. albicans， Candida 
tropicalis，Candida glabrata などの細胞壁マンナン構造の解析が進め
られてきた 68, 76-83)．これらの構造は代表的な酵母である S. cerevisiae
と同様の櫛型構造である．ヒトはこれらの糖鎖を有していないため，
抗体を用いた感染症診断のための抗原として利用してきた．またグル
カンに対しては β-1,3-グルカン合成酵素をターゲットとし，副作用の
少ない薬が開発され用いられている．   
一方で A. fumigatus のガラクトマンナンの構造はこれまでにも解析
されているが，部分的に異なった解析結果が報告されている  84-88)．そ
の原因として，解析に用いた菌種が異なることや，異なる培養条件で
培養を行っていることが考えられる．Latgé ら 88)はガラクトマンナン
の構造を α-1,2 結合の mannotetraose が α-1,6 結合で繋がった直鎖状の
繰り返し構造をしているコアマンナンに，側鎖として 4-5 残基からな
る β-1,5 結合 Galf オリゴ糖側鎖が mannose の C-3 位又は C-6 位に結合
した構造であると報告している  (Fig. 2-1)．一方 Van Bruggen-Van Der 
Lugt ら 89)はガラクトマンナンの構造の中に β-1,6 結合が存在している
ことを示しており，これは Latgé ら 88)の報告には含まれていない結合
様式であった．Latgé ら 88)は A. fumigatus の培養の際に YPD 培地を用
いていたが，Van Bruggen-Van Der Lugt ら 89)は YNB 培地を使用して
いた．YNB 培地は酵母や真菌を培養するための代表的な培地の 1 つで
あり，窒素源として (NH4)2SO4を含み，pH は酵母や真菌の成長のため  
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Fig.  2-1.  Hypothetical structure of the repeating unit  of  the GM secreted by A. fumigatus .  
Average calculated values are 3  to 4 for p and 9 to 10 for n8 8) .  
 
 
の至適 pH である 5 付近となっている．一方で，YPD 培地は窒素源と
して分子サイズの大きなペプチドを含み，pH はほぼ中性である．すな
わちこれらの培地は栄養源が大きく異なっていることから，ガラクト
マンナンの構造に影響している可能性があった．また YNB 培地の窒素
源は (NH4)2SO4であることから，Aspergillus が人に感染した場合の組織
内の栄養状況に近いのは YPD 培地であると考えられた．そこで第二章
では，第一章と同様に A. fumigatus を窒素源と炭素源の異なる栄養条
件下（YPD 培地及び YNB 培地）で培養を行い，得られた N-結合型ガ
ラクトマンナンの構造の違い及びその変化の原因について解析した．   
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 第二節 実験材料及び実験方法  
 
1．使用菌株及び材料  
Aspergillus fumigatus var. fumigatus NBRC 33022 及びマンナン構造の
確認のために Candida krusei NBRC 1395 を用いた．菌株は独立行政法
人製品評価技術基盤機構バイオテクノロジー本部より入手した．C. 
albicans のマンナンは教室の標品を用いた．  
 
2．菌の培養  
A. fumigatus の培養は第一章に記載した方法と同一の方法で行った．
C. krusei は YPD 培地  (0.5% yeast extract, 1% peptone, 2% glucose) で
28℃，2日間振とう培養した．培地の pHは 0.1 M sodium citrate buffer を
用いてそれぞれ pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 に調整した．   
 
3．培養濾液粗画分の調製  
培養濾液粗画分の調製は第一章に記載した方法で行った．  
 
4．ガラクトマンナンの分離  
ガラクトマンナンの分離は第一章に記載した方法で行った．  
pH の異なる培地での培養については，YPD 斜面寒天培地で培養した
本菌を pH 調整済みの YNB 培地に接種し，28℃，6 日間静置培養した．
培養上清を 3 日間流水透析後，凍結乾燥によりガラクトマンナンを回
収した．各 pH で培養して得られたガラクトマンナンをそれぞれ
pH3-GM, pH4-GM, pH5-GM, pH6-GM と略す．  
 
5．C. krusei マンナンの分離  
菌体はろ紙を用いて分離した後，生理食塩水で洗浄し，acetone に沈
積した．その後の粗抽出物の調製は熱水抽出法により行った 90)．即ち，
acetone 脱脂菌体を精製水に懸濁し，121℃，2 時間オートクレーブ中で
熱水抽出した．冷後，3000 rpm，10 分間遠心分離し，上清を 2-3 日流
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 水透析し，減圧濃縮後凍結乾燥を行った．  
 
6．Cetavlon 法による粗マンナンの分離  
Cetavlon 法による粗マンナンの分離は第一章に記載した方法で行っ
た．  
 
7．Galf 残基の選択的除去  
試料 50 mg を取り，0.1 M HCl 5 mL を加え，100℃，1 時間加水分解
を行った 67)．その後 1 M NaOH 1 mL で中和し，Bio-Gel P-2 column 
(2.5×100 cm) にかけ水溶出した．溶出液の糖含量をフェノール・硫酸
法 91)で測定後回収し，減圧濃縮して凍結乾燥した．  
 
8．分子量測定  
各試料 5 mg を Sephacryl S-300 HR column (1.0 × 100 cm) にかけ 0.2 
M NaCl で溶出し，溶出液の糖含量をフェノール・硫酸法 70)で発色し
た．基準物質と して dextran standard 12000, 25000, 80000 (Fluka 
analytical, average mol. wt. 11600, 23800, 80900, Leuconostoc 
mesenteroides 由来 ) を用いた．  
 
9．糖組成分析  
各試料 1 mgに 2 M TFA (TFA 450 µL及び水  2.55 mLを混和して調製 ) 
を 3 mL 加え 110℃で 3 時間加水分解し，濃縮乾固した．その後
2-propanol を 2 mL 加え 40℃で濃縮乾固を 3 回繰り返した．次に 1% 
NaBH4 1 mL を加え，一晩放置し還元した．その後 50 % acetic acid 数
滴で中和し，濃縮乾固の後，methanol を 2 mL 加え 40℃で濃縮乾固を 3
回繰り返した．更に acetic anhydride と pyridine の混合溶液  (1：1, v/v) 
4 mL を 100℃で 3 時間反応させアセチル化を行った．その後濃縮乾固
し，更に toluene を 2 mL 加え 50℃で濃縮乾固を 3 回繰り返した．その
後 chloroform 1 mL で抽出し，水で 3 回洗浄し濃縮乾固後，acetone 5 mL
に溶解し GC/MS で解析した．GC/MS の条件は以下の通りである．  
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  カラム名：DB-5 
 カラムサイズ：0.32 mm × 30 m 
  He ガス：20.4 mL/min 
  カラム充填剤： (5%-Phenyl)-methylpolysiloxane 
昇温プログラム：  
100℃ (10 min), 20℃ /min (20 min)→5℃ /min (8 min)→20℃ /min (3 min) 
→300℃  
 
10．メチル化分析  
メチル化分析は第一章に記載した方法で行った．  
 
11．アセトリシス  
試料 200 mg に acetic anhydride と pyridine の混合溶液  (1：1，v/v) 50 
mLを加え溶液が透明となるまで攪拌した後 40℃で 12時間インキュベ
ートした．次にエバポレーターで徐々に温度を上げて濃縮し，最後に
真空ポンプにより完全に溶媒を留去した．ここに得られたマンナンの
アセチル化体について温和な条件でアセトリシスを行った．温和な条
件は，acetic anhydride，acetic acid， sulfuric acid の組成を 100：100：1 
(v/v/v) としたアセトリシス溶媒 100 mL に溶解し，40℃で正確に 36 時
間反応を行った．これらの反応混合物を氷水で冷却し，pyridine 20 mL
添加で反応を停止させ，次いで溶液を濃縮し，chloroform 20 mL で抽
出した．この chloroform 層を水で 3 回洗浄した後，sodium sulfate 1-2 g
を加え脱水後濾過し濃縮乾固した．これを methanol 5 mL に溶解し，
28% sodium methoxide/methanol 溶液を脱アセチル化体が析出するよう
に 0.2-0.3 mL 加え，室温で 15 分間放置した．次に 50% acetic acid で中
和後減圧濃縮した．前処理として陽イオン交換樹脂  (Amberlite IR-120, 
H＋型 ) 及び陰イオン交換樹脂 (Amberlite IR-410, OH-型 ) のカラムを通
して脱塩を行い濃縮乾固した．この濃縮物を 2 mL の水に溶解し，
Bio-Gel P-2 column (2.5×100 cm) にかけ水溶出した．溶出液の糖含量を
フェノール・硫酸法 70)で測定後回収し，減圧濃縮して凍結乾燥した 90)． 
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 12．Galf オリゴ糖の調製  
試料 200 mg に 0.15 M TFA (TFA 80 µL 及び水  6.92 mL を混和して調
製 ) 7 mL を加え，100℃，15 分間加熱し加水分解を行った．その後濃
縮乾固し，更に methanol を 2 mL 加え 40℃で濃縮乾固を 3 回繰り返し
た．この濃縮物を 2 mL の精製水に溶解し，Bio-Gel P-2 column (2.5×100 
cm) にかけ水溶出した．溶出液の糖含量をフェノール・硫酸法 70)で測
定後それぞれを回収し，減圧濃縮して凍結乾燥した．  
 
13．核磁気共鳴 (NMR)スペクトル分析  
NMR ス ペ ク ト ル の 測 定 は 日 本 電 子 核 磁 気 共 鳴 装 置  (JEOL 
JNM-LA600) を用いて行った． 1H-NMR, 13C-NMR, TOCSY, NOESY，
distortionless enhancement by polarization transfer 135 (DEPT-135)，2D 
heteronuclear single quantum coherence spectroscopy (HSQC) ， 2D 
heteronuclear multiple bound coherence spectroscopy (HMBC)，  double 
quantum filtered-correlation spectroscopy (DQF-COSY)の測定は試料 70 
mg を重水  (D2O) 0.7 mL に溶解し，acetone を内部標準物質  (1H-NMR
は 2.225 ppm， 13C-NMR は 31.07 ppm)として 45℃で行った．  
 
14．糖量測定  
糖量測定は第一章に記載した方法で行った．  
 
15．β-1,5 結合ガラクトフラノシル基に対するモノクローナル抗体と
の反応性  
各試料の抗体との反応性は Bio-Rad 製 Platelia Aspergillus EIA によ
り測定を行った．すなわちマイクロプレートのウェルに酵素標識抗体  
(抗ガラクトマンナンモノクローナル抗体 ) と抗原溶液を 50 µL ずつ分
注し，マイクロプレートを粘着フィルムでシールし，37℃，90 分反応
させた．洗浄液  (370 µL 以上 ) で 5 回洗浄後，基質発色液 200 µL を添
加し，暗所で室温において 30 分反応させた．その後反応停止液 100 µL
を添加しよく混和後，TOSOH 製マイクロプレートリーダー  (MPR-A4) 
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 で 430 nm の吸光度を測定した．  
 
16．粗酵素 (galactofuranosidase)画分の調製  
YPD 培地及び YNB 培地で培養後ろ紙を用いて培養濾液と菌体を分
離した．培養濾液を 30℃で減圧濃縮し，4 日間流水透析を行い，再度
減圧濃縮し凍結乾燥を行ったものを粗酵素画分とした．   
 
17．galactofuranosidase 活性の測定  
各培地の粗酵素画分 5 mg と N-GM 5 mg を 50 mM sodium acetate 
buffer (pH 4.5) 1 mL に溶解し，37℃で 24 時間反応させた．反応後，
silicagel 60 F254 TLC aluminium sheets にスポットし，展開溶媒として
1-butanol： ethanol：water (2/1/1)を用い 2 回展開させ，発色剤として
p-anisaldehyde 溶液  (p-anisaldehyde：acetic acid：sulfuric acid：ethanol) 
(2.5/1/3.5/90) を噴霧後 80℃で 15 分加熱しスポットの確認を行った．  
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 第三節 結果  
 
ガラクトマンナンの構造解析  
YPD 培地及び YNB 培地で増殖した菌体が培地中に産生した細胞壁
多糖であるガラクトマンナン  (P-GM 及び N-GM) 及び，これらの 0.1M 
HCl, 100℃，1 時間処理で得られた多糖  (P-GMa) の構成糖分析の結果
を Table 2-1 に示す．P-GM と N-GM を比較すると，P-GM では mannose 
4 残基に対し galactose 1-2 残基の割合で存在するが，N-GM では
mannose 4 残基に対し galactose 10 残基程度の割合で存在しており，
N-GM の galactose の割合が非常に大きいことが明らかとなった．一方
部分酸加水分解後のガラクトマンナン (P-GMa 及び N-GMa) には
galactose 及び glucose がほとんど含まれておらず，部分酸加水分解に
より側鎖の Galf が除かれ，主鎖のコアマンナンのみになっていること
が明らかとなった．  
 
Table 2-1.  Carbohydrate composit ion of GMs (P-GM, N-GM and P-GMa) of A. fumigatus .   
 
 
 
 
 
 
 
 
   aRelat ive molar rat io  
 
 
 
 
 
 
Mannose Galactose Glucose
81.0 16.1 2.9
(4.0)a (0.8) (0.1)
27.5 71.9 0.6
(4.0) (10.4) (0.1)
96.0 2.8 1.2
(4.0) (0.1) (0.1)
GM
Carbohydrate composition (%)
P-GM
N-GM
P-GMa
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 各多糖の分子量を Sephacryl S-300 HR カラムクロマトグラフィーに
より測定したところ  (Fig. 2-2E)，P-GM は約 15 kDa であったが，N-GM
は非常に大きく約 40 kDa であった．一方 P-GMa 及び N-GMa は共に約
6 kDa と同程度であったことから，ガラクトマンナンの主鎖であるマ
ンナン骨格の大きさに変化はないこと，また N-GM の Galf 鎖は P-GM
と比較して大きくなっていることが明らかとなった．  
これらの構造がどのように変化しているかを調べるために 1H-NMR
解析を行った  (Fig. 2-2A, 2-2B)．その結果，P-GM では 5.0-5.3 ppm の
間に多くのシグナルが現れていたのに対し，N-GM では主に 5.233，
5.195，5.024 ppm の 3 本のシグナルが現われ，大きく異なっていた．
そこで，それぞれのガラクトマンナンを酸処理し Galf を除いた多糖  
(P-GMa 及び N-GMa) の 1H-NMR を測定したところ (Fig. 2-2C, 2-2D)両
者のシグナルに差は見られなかった．この結果及び P-GMa 及び N-GMa
の分子量は同程度であったことから，基本骨格のマンナン構造は同一
であることが明らかとなった．  
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Fig.  2-2.  1H NMR spectra and molecular  mass of N-l inked polysaccharides.  
P-GM (A) and N-GM (B) were treated with 0.1 M HCl to  remove the Gal f  residues, yielding 
P-GMa (C) and N-GMa (D) , respectively.  (E) Estimation of the average molecular  mass of 
galactomannans by Sephacryl  S-300 column (1.0 × 100 cm) chromatography.  Elut ion was 
performed with 0.2 M NaCl and the carbohydrate content  was assayed by the phenol/sulfuric acid 
method. Arrows indicate the elution posi t ion of the dextran molecular mass standards.  
● ,  P-GM; ■ ,  N-GM; ○ ,  P -GMa; □ ,  N-GMa.  
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 コアマンナン構造を確認するために，A. fumigatus のマンナン構造と
同様の 1H-NMR シグナルが得られる C. krusei マンナンを用いて温和な
条件でのアセトリシスを行い，8糖を分離しその 1H-NMRを測定した．
Fig. 2-3 に示す二次元 NMR スペクトルで対角線の左半分は NOESY，
右半分は TOCSY のクロスピークを示している．NOESY では 2 つの隣
接する糖の H-1－H-2’や H-1－H-6’間に見られる nuclear Overhauser 
effect (NOE) のクロスピークが現れており，一方 TOCSY からは各糖残
基内の H-1－H-2を含む環プロトンの Jカップリングに基づくクロスピ
ークが現れている．この解析により，A2－A2’－B2－B2’－C2－C2’－
D6－D6’－E2－E2’－F2－F2’－G2－G2’－H2 と連鎖帰属することがで
き，この 8 糖が α-1,2 結合の mannotetraose が α-1,6 結合で繋がった直
鎖構造であることが確認できた．この結果からコアマンナンはパン酵
母マンナン様の櫛型構造とは異なり，これまでは多糖のまま解析され
報告されていた α-1,2 結合 mannotetraose のタンデムリピート型直鎖構
造が，オリゴ糖を直接解析することにより確認できた．  
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Fig.  2-3.  H-1-H-2’ sequential connectivity of sugar res idues of mannooctaose obtained by mild 
acetolysis of C. krusei  mannans. The r ight  side of the diagonal  shows TOCSY, and the left  side 
of the diagonal  shows NOESY. The primed letters indicate the inter-residue H-1-H-2’ NOE 
cross-peaks,  and the unprimed let ters indicate the H-1-H-2 correlat ion cross-peaks due to 
J-coupling,  respectively.  The sequential  assignment result indicates the tandem repeat  structure 
of mannotetraose connected by β-1 ,6-linkage.  
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 全体構造を推定するために P-GM，N-GM 及び P-GMa についてメチ
ル化分析を行ったところ (Table 2-2)，コアマンナンの結合様式としては
non-reducing terminal mannopyranose (t-Manp), 2-O-substituted 
mannopyranose (2-Manp)， 6-O-substituted mannopyranose  (6-Manp)，
2,3-di-O-substituted mannopyranose (2,3-Manp) ， 2,6-di-O-substituted 
mannopyranose (2,6-Manp) が検出され，一方 Galf の結合様式としては
P-GM では non-reducing terminal galactofuranose (t-Galf)，5-O-substituted 
galactofuranose (5-Galf) が検出されたのに対し，N-GM では t-Galf，
5-Galf，6-O-substituted galactofuranose (6-Galf) が検出された．この結
果から N-GM には 1,6 結合で繋がる Galf が存在しており，1,5 結合と
1,6 結合の比は 4：1 程度であることが明らかとなった．さらにコアマ
ンナン 4 残基に対し N-GM では Galf が約 10 残基，P-GM ではコアマン
ナン 4 残基に Galf が約 1-2 残基存在していることが明らかとなった．  
 
Table 2-2.  Methylat ion GC–MS analysis of N-linked galactomannans of A. fumigatus  
 
 
 
 
 
 
 
 
aRetention t ime relat ive to  that  of 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methylmannitol .  
bMolar rat io  was calculated based on the 6-O-subst i tuted mannose residue (6-Manp)  of the core 
mannan structure.  
c1 ,6-anhydro-2,3,5-tri -O-methyl  galactofuranose + 1,4,6-tr i-O-acetyl-2,3,5-tri -O-methyl  
galact i tol.  
 
 
 
 
P-GM N-GM P-GMa
2,3,4,6-Me4-Man t-Manp 1.00 1.6 1.7 0.9
3,4,6-Me3-Man 2-Manp 1.08 4.3 2.8 2.3
2,3,4-Me3-Man 6-Manp 1.11 1.0 1.0 1.0
4,6-Me2-Man 2,3-Manp 1.16 0.1 0.4 0.2
3,4-Me2-Man 2,6-Manp 1.20 0.9 1.6 0.2
2,3,5,6-Me4-Gal t-Galf 1.01 0.2 2.2 -
2,3,6-Me3-Gal 5-Galf 1.09 0.6 7.9 -
2,3,5-Me3-Gal 6-Galf 0.94c+1.14 - 2.3 -
O -methylalditol acetate Sugar linkage Relative retention timea
Molar ratiob
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 N-GM に含まれる 1,6 結合の存在は 13C-NMR DEPT-135 (Fig. 2-4) か
らも明らかとなった．すなわち P-GM の 13C-NMR シグナル (63.60 ppm)
は Galf が 1,5 結合のみであることを示しているのに対し，N-GM では
1,5結合に加え 1,6結合 Galfに特異的な 70.09 ppmのシグナルが現れた．
更に HMBCでは Galf-G C6の 70.09 ppmのシグナルと Galf-H H1の 5.024 
ppmのシグナルの相関クロスピーク (Fig. 2-4B)が現れており 1,6結合の
存在が確認された．   
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Fig.  2-4.  1H and 1 3C NMR analyses of P-GM (A) and N-GM (B).  The right panels show HMBC, 
and the left  panels show HSQC. Negative signals in  the 1 3C NMR DEPT-135 correspond to  C-6 
signals.  The presence in N-GM of an HMBC cross-peak between the downfield-shifted C-6 signal 
of the Gal f  residue (at  70.09 ppm) and the H-1 signal  (at 5.024 ppm) indicates that the latter  
signal  corresponds to the H-1 of the 1,6-l inked Gal f  residue.  Furthermore, based on the presence 
of a cross-peak in HSQC, the carbon signal  at  108.64 ppm corresponds to  the C-1 of the 
1,6-l inked Gal f  residue.  
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 コアマンナンに直接結合する Galf の存在を確認するために P-GM を
0.15 M TFA で 100℃，20 min の短時間加水分解を行い，P-GMb を得た．
そこで NOESY を測定し糖残基間の連続的結合の解析を行った．H-1－
H-2 を含む環プロトンの J カップリングに基づくクロスピーク（ボッ
クスで囲んだクロスピーク）及び H-1－H-2’の NOE に基づくクロスピ
ークを利用して Fig. 2-5B に示す連鎖帰属を行い，Man-D に結合する
Galf-E の存在が明らかとなった．これらの N-結合型ガラクトマンナン
の 1H-NMR の化学シフト値を Table 2-3 に示した．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  2-5.  H-1-H-2 ′ sequential connectivity of sugar res idues.  NOESY spectra of P-GMa (A),  
P-GMb (B),  and P-GM (C) are shown. The boxed cross-peaks in the spectra indicate the 
intra-residue H-1-H-2-corre lation cross-peaks due to  J-coupling,  which was confirmed by 
DQF-COSY, and cross-peaks without  box indicate the inter-residue H-1-H-2 ′ NOE cross-peaks,  
respectively.  This result  indicates that  Gal f-E was connected to Man-D by α-1,2-l inkage.  
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 Table 2-3.  NMR chemical  shifts  (δ)  of galactomannans of A. fumigatus  
 
 
 
 
 
 
 
 
N-結合型ガラクトマンナンの全体構造  
以上の結果を総合すると，ガラクトマンナンの全体構造は Fig. 2-6
のように表すことができる．異なる培地で培養した場合のガラクトマ
ンナンの構造は，両ガラクトマンナン間でコアマンナン部分は変わら
ず α-1,2結合 mannotetraoseが α-1,6結合で直鎖状に繋がっており，P-GM
は側鎖の Galf 鎖が短く β-1,5 結合で繋がる Galf が 3 残基程度存在する
のに対し，N-GM は Galf 鎖が長く β-1,5 結合及び β-1,6 結合で繋がる
Galf 鎖が 10 残基程度存在することが明らかとなった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H-1 C-1
→5Galf β1→5Galf β1→5Galf β1→5 5.195 107.75 ~ 107.87
→5Galf β1→5Galf β1→6Galf β1→5 5.232 107.75 ~ 107.87
→5Galf β1→5Galf β1→6Galf β1→5 5.024 108.64 ~ 108.70
→2(Galf β1→6)Manp α1→ 5.114 106.69
→6Manp α1→2Manp α1→2Manp α1→2Manp α1→6 5.051 103.01
→6Manp α1→2Manp α1→2Manp α1→2Manp α1→6 5.22 101.44
→6Manp α1→2Manp α1→2Manp α1→2Manp α1→6 5.22 101.44
→6Manp α1→2Manp α1→2Manp α1→2Manp α1→6 5.102 99.22
→2(Galf β1→6)Manp α1→ 5.187 100.26
Residue
δ  (ppm)
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Fig.  2-6.  Proposed structures for  P-GM (A) and N-GM (B). Each of the structures is  one of the 
possibil i ties out of the statistical  ensemble.  Man and Gal f  denote D-mannopyranose and 
D-galactofuranose residues,  respectively.  The side chain sequence is  not  specified.  
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 β-1,5 結合ガラクトフラノシル基に対するモノクローナル抗体との
反応性  
これらの構造の違いが抗体との反応性にどのような影響をもたらす
かを検討するために，β-1,5 結合 Galf オリゴ糖鎖に対するモノクローナ
ル抗体との反応性を検討した (Fig. 2-7)．その結果，P-GM では全く反
応を示さなかったものの，N-GM は非常に高い反応性を示した．また，
A. fumigatus のコアマンナンと同じ構造である C. krusei マンナン，櫛型
構造のマンナンからなる C. albicans マンナンは反応性を全く示さなか
った．このことからこのモノクローナル抗体がマンナン構造は認識せ
ず Galf のみを認識していること，P-GM には短いオリゴ Galf 側鎖が存
在し，N-GM にはこの抗体と強く反応する長いオリゴ Galf 側鎖の存在
していることが確認できた．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  2-7.  Reactivity of several fungal  polysaccharides to anti-β-1 ,5-linked Gal f  mAb. The assay 
was performed using the sandwich EIA system of P latelia Aspergil lus  EIA. 
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 Galactofuranosidase による Galf 鎖の分解  
構造の違いの原因について，培養上清中に菌体が産生している酵素
により Galf 鎖が切断されている可能性を考え，galactofuranosidase に着
目し各培地から得た粗酵素画分と N-GM を反応させ遊離する galactose
の量を解析した．その結果，Fig. 2-8 に示すように YPD の培養上清を
粗酵素画分として用いた処理では galactoseが多く遊離して来たのに対
し，YNB の培養上清を用いた処理では全く遊離が認められなかった．
基質としてのガラクトマンナンを加えない培養上清単独の反応では
galactose の 遊 離 は 認 め ら れ な い こ と か ら ， YPD 培 地 で は
galactofuranosidase が培養上清中に多く遊離されるが YNB 培地では全
く 遊 離 さ れ て い な い こ と が 明 ら か と な っ た ． 更 に ， N-GM を
galactofuranosidase で 分 解 し た 際 に galactose だ け で は な く
galacto-oligosaccharide の遊離も認められることから，この粗酵素画分
には endo-galactofuranosidase が含まれている可能性を示している．  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  2-8.  TLC of the react ion products of galactomannans treated with culture supernatants.  
Substrate galactomannan (N-GM) was treated with supernatant of A. fumigatus  cul tured in  YPD 
or YNB medium. The carbohydrates on the plate were detected with anisaldehyde reagent.  The 
posit ions of the TLC origin (OR) and galactose (Gal)  are indicated.  
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 培地 pH のガラクトマンナンの構造への影響  
これらのガラクトマンナンの構造の違いは，何らかの培養条件が影
響していると考えられる．そこで，YNB 培地に各種の栄養成分を加え
培養を行い，産生されるガラクトマンナンの 1H-NMR 解析を行った．
その結果，各種の糖やアミノ酸の添加では変化が見られなかったのに
対し，0.1 M sodium citrate buffer で培地の pH を調節した際には H-1 シ
グナルの大きな変化が認められた（Fig. 2-9）．特に β-1,5 結合 Galf に
対応する 5.195 ppm のシグナルが pH3-GM では大きいのに対し，
pH4-GM, pH5-GM, pH6-GM になるにつれて小さくなっていることから，
pH に依存して Galf の量が少なくなっていることが示唆された．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  2-9.  1H NMR spectra and molecular  mass of N-l inked galactomannans (pH3-GM, pH4-GM, 
pH5-GM, pH6-GM) of A. fumigatus .   
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 この pH の変化による構造の違いを詳細に明らかにするために，糖
組成分析及びメチル化分析を行い，各糖鎖の存在について検討した．
その結果，pH3-GM では 1H-NMR のシグナルの変化と相関して 1,5 結
合 Galf の量が多く，pH4-GM, pH5-GM, pH6-GM になるにつれて 1,5 結
合 Galf の量が少なくなっていることが明らかとなった（Table 2-3, 2-4）． 
 
 
Table 2-3.  Carbohydrate composit ion of N-l inked galactomannans (pH3-GM, pH4-GM, 
pH5-GM, pH6-GM, P-GM, N-GM) of A. fumigatus .  
 
 
 
 
 
 
aMolar rat io  was calculated based on the mannose.  
 
 
 
 
Table 2-4.  Methylat ion GC–MS analysis of N-linked galactomannans of A. fumigatus  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
aRetention t ime relat ive to  that  of 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methylmannitol .  
bMolar rat io  was calculated based on the 6-O-subst i tuted mannose residue 
(6-Manp)  of the core mannan structure.  
 
 
Mannose Galactose Glucose
pH3-GM 1.0 1.1 0.7
pH4-GM 1.0 0.6 0.2
pH5-GM 1.0 0.5 0.1
pH6-GM 1.0 0.4 0.2
P-GM 1.0 0.2 0.0
N-GM 1.0 2.6 0.0
Molar ratioa
pH3-GM pH4-GM pH5-GM pH6-GM P-GM N-GM
2,3,4,6-Me4-Man t-Manp 1.00 1.9 2.1 1.4 1.6 1.6 1.7
3,4,6-Me3-Man 2-Manp 1.08 2.7 3.5 3.8 4.0 4.3 2.8
2,3,4-Me3-Man 6-Manp 1.11 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
3,4-Me2-Man 2,6-Manp 1.20 1.5 1.3 1.4 1.2 0.9 1.6
2,3,5,6-Me4-Gal t-Galf 1.01 1.0 0.8 0.8 0.8 0.2 2.2
2,3,6-Me3-Gal 5-Galf 1.09 4.6 2.2 1.7 1.8 0.6 7.9
Sugar linkage
Molar ratiob
O -methylalditol acetate
Relative
retention timea
43 
 
 第四節   考察  
 
今回我々は，真菌の培養に一般的に用いられている YPD 培地と，C. 
albicans で大きく構造の変化することが報告されている YNB 培地 64)
を用いて培養を行い，それぞれの N-結合型ガラクトマンナンを分離し
詳細に構造の変化を解析した．その結果，両 N-結合型ガラクトマンナ
ンの構造は大きく異なり，P-GM は Galf が β-1,5 結合で 3 残基程度繋が
る短鎖であり，N-GM は β-1,5 結合及び β-1,6 結合で 10 残基程度繋がる
長鎖が側鎖として存在しており，両者のコアマンナン部分の構造及び
大きさは同一であることが明らかとなった．YNB 培地を用いて培養し
て得たガラクトマンナンに β-1,6 結合 Galf が含まれることはこれまで
にも報告されているが 89)，今回我々は β-1,5 結合から成る側鎖の中に
僅かに β-1,6 結合が存在していることや培地成分の変化により Galf の
長さが大きく変化することを明らかにした．また，Galf が β-1,5 結合及
び β-1,6 結合で繋がる類似構造の Galf 鎖を持つ菌として Neosartorya 
stramenia のガラクタンがあるが 92)，その 1H-NMR のシグナルが今回得
た N-GM と同様であったことからも Galfβ1→5Galfβ1→6Galf の結合様式
の存在することが確認された．  
これまでに様々なマンナンの構造解析が行われてきたが櫛型に分岐
する構造のマンナンが主であり，直鎖状のマンナンの構造解析例は少
ない．α-1,2 結合で繋がる mannotetraose が α-1,6 結合で直鎖状に繋がる
多糖では中間の α-1,2 結合 mannose 残基の H-1 シグナルは 5.214 及び
5.233 ppm に現れるが，この断片化により得られた 8 糖の場合還元末端
側 mannotetraose に存在する中間の α-1,2 結合 mannose 残基の H-1 シグ
ナルは 5.214 及び 5.235 ppm と多糖と変わらないものの，非還元末端側
mannotetraose に存在する中間の α-1,2 結合 mannose 残基の H-1 シグナ
ルは 5.272 及び 5.287 ppm に現れていた．これは非還元末端側
mannotetraose が α-1,6 結合 mannose による立体的な影響を受けていな
いことを示している．  
Galf 残基と mannose 残基との結合については，P-GM の短時間加水
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 分解処理を行い約 1 残基の Galf を有する P-GMb を得て，TOCSY 及び
NOESY を利用し Galf 残基が α-1,2 結合で mannose 残基に結合している
ことを明らかにした．また，Galf と methyl α-D-mannopyranoside が結
合 し た 場 合 の 13C-NMR シ グ ナ ル は 既 に 解 析 さ れ て お り 93)，
Galfβ1→3Manα1-Me は 106.5 ppm，Galfβ1→2Manα1-Me は 107.6 ppm，
Galfβ1→6Manα1-Me は 109.5 ppm と報告されている．この結果は Galf
と mannose の結合様式が 1,2 結合であることを支持している．  
今回 β-1,5 結合 Galf 及び β-1,5 結合と β-1,6 結合 Galf が混在している
糖鎖の 1H-NMR シグナルについて，結合様式の違いで大きくシグナル
がシフトすることを明らかにしたが，メチル化分析を行った際にも特
徴的な違いが現れた． β-1,6 結合 Galf のメチル化分析は，通常の
1,4,6-tri-O-acetyl-2,3,5-tri-O-methyl-galactitol だけでなく 1,6-anhydro- 
2,3,5-tri-O-methylgalactofuranose の検出されることが報告されている
94)．しかし，β-1,5 結合 Galf をメチル化した際にも同様の誘導体が検出
される場合があった．これは Galf の 5 員環という不安定な構造が部分
メチル化体の加水分解過程で anhydro体を作り出すものと考えられる． 
ガラクトマンナンのメチル化分析でもう 1 つ問題となるのは，マン
ナンの非還元末端 mannose の検出割合が多くなることである．これま
での報告でもガラクトマンナンのメチル化分析を行ったところ非還元
末端 mannose の量に差があり，Latgé ら 88)はガラクトマンナンを細胞
壁から抽出した場合と上清に遊離した細胞外ガラクトマンナンを回収
した場合で酵母様の分岐マンナン量が異なると考察している．しかし，
今回静置培養した際の培養上清及び菌体からガラクトマンナンを分離
し解析を行ったところ，両者とも比較的多くの分岐鎖マンナン由来と
考えられる非還元末端 mannose 残基が存在していたが，振とう培養上
清から得たガラクトマンナンでは少なかった．この結果は静置培養で
産生される胞子と振とう培養で産生される菌糸などの形態の違いによ
り，分岐鎖マンナンの存在割合が異なる可能性を示している．  
ガラクトマンナンに対するモノクローナル抗体を用いた ELISAの結
果，P-GM と N-GM に大きな違いが認められた．このモノクローナル
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 抗体は 4 残基以上の β-1,5 結合 Galf 鎖に対する反応性が高いため 27)，
N-GM の長い Galf と強く結合するものの P-GM の短い Galf 鎖との反応
性が弱いことで，大きな違いが現れたものと考えられる．この抗体は
β-1,6 結合 Galf に対する反応性は低いことから 84)，N-GM の Galf 鎖に
は β-1,5結合 Galf鎖が 4残基以上連続して結合していると考えられる．
しかし，詳細な Galf 鎖の β-1,5 結合と β-1,6 結合の割合についてはメチ
ル化分析以外では確認が取れていない．緩和アセトリシスはマンナン
において α-1,6 結合を選択的に切断する方法として知られているが，
Galfにおいては 1,5結合も 1,6結合と同時に分解されてしまい選択的に
切断することができなかった．この点を解決するには，より緩和なア
セトリシス条件を決定し β-1,6 結合 Galf のみを切断できる方法の開発
や， end-β-1,6-galactofuranosidase の探索，分離が必要である．  
Galactofuranosidase は Galf 鎖を切断する酵素として 1997 年に発見さ
れ 95)その後も真菌では Aspergillus 属菌 96)や Penicillium 属菌 97)などで
存在が報告されている．またその性質について研究されてきており，
これまでに 4-aminophenyl thioglycoside98)や D-galactono-1,4-lactone96, 99)
が阻害剤になることや，Galf 残基の 3 位の水酸基が酵素の認識に必要
であることが報告されている 100)．  
Preston ら 101)は Penicillium charlesii の培養上清から得られた Galf 残
基を含む多糖の galactose量や分子量が分取法により変化することを見
出し，後の galactofuranosidase の発見に繋がったが，Aspergillus 属菌で
は遊離するガラクトマンナンの構造と galactofuranosidase の関連性に
ついての報告はなかった．培地の違いによる酵素産生量の変化につい
てはこれまでに chitinase102)，cellulase103)，mannanase104)，glucosidase105)
等で解析されているが，その原因はそれぞれ異なった炭素源及び窒素
源であり各酵素の合成の際に要求される栄養成分は異なっていると考
えられる．また，galactofuranosidase の役割はこれまで Penicillium 属菌
で検討されており，栄養成分が無くなった場合に上清中に存在するペ
プチドホスホガラクトマンナンを分解し galactose を遊離させ，栄養源
と し て 利 用 し て い る と 考 え ら れ て い る 95) ． そ の た め ，
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 galactofuranosidase の遊離は培地中の栄養条件も影響している可能性
があり，今後検討する必要がある．   
培養条件によって異なる構造のガラクトマンナンが得られる原因を
検討するために培地の pH を変えて培養したところ，Galf 側鎖の長さ
が変化することが明らかとなった．炭素源である glucose と galactose
の違いや各種のアミノ酸の添加でも構造に変化は認められなかったこ
とから，pH が Galf 鎖に何らかの影響を与えていると考えられる．pH
に関するこれまでの報告として，液胞の H+-ATPase が細胞壁の生合成
に関与しているという報告はあるが 106)細胞外の pH に関する論文は存
在せず，pH の違いが構造の変化を引き起こす機構は未だ不明である．
一方で pH が 6.0 と高い状態で培養して得られたガラクトマンナンの
Galf 鎖は短鎖になっていたが，同じく pH が約 6 である P-GM と比較し
た場合 Galf 鎖は P-GM の方がさらに短いことから，pH 以外にも Galf
鎖が短くなる原因があると考えられる．例えばペプトンを加えて培養
を行った場合に Galf 鎖が短くなるデータが得られており，何らかのタ
ンパク質成分の関与も考えられるがこれらの関与と機構の解析は今後
の課題である．また今回の実験では pH が高い場合 Galf 鎖が短くなっ
ていたが，体内の pH は 7.4 であることから血中に遊離されるガラクト
マンナンは in vitro で培養して得られた構造よりも短い Galf 鎖を有し
ている可能性がある．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
47 
 
 第三章  
Aspergillus niger 及び Aspergillus terreus の  
N-結合型ガラクトマンナンの構造解析  
 
第一節  
アスペルギルス症を引き起こす原因真菌のうち最も多いのは       
A. fumigatus であり，次いで A. niger, A. flavus, A. terreus が原因真菌と
なることが報告されている 107)．しかし近年これらの non-fumigatus 
Aspergillus によるアスペルギルス症の報告が増加しており，重症化す
る症例も見られていることから注意が必要と指摘されている 23, 108-110)．
これまでに A. terreus ではアムホテリシン B に対して耐性を有してい
ること，A. nigerではアゾール耐性株の存在が報告されていることや 111, 
112)，non- fumigatus Aspergillus 感染症の発症要因として好中球減少症患
者で多くなるという報告がある 113)．  
これらの non-fumigatus Aspergillus に対する研究はこれまでにも行わ
れており，A. terreus は胞子に A. fumigatus と共通の phialidic conidia 
(PC)の他に，特徴的な accessory conidia (AC)を有していることが明ら
かとなっている 112)．この PC と AC では β-1,3 グルカンの局在が異な
ることは報告されているが，その役割については不明な点が多い 114 )．
また A. niger は感染時に他のアスペルギルス感染症の際には認められ
ないシュウ酸カルシウムの析出が特徴的であると報告されている 115 )．
一方で Aspergillus 属菌の細胞壁に存在するガラクトマンナンについて
は，A. niger は直鎖の α-1,6 結合で繋がる mannotetraose に Galf と Galp
が結合している構造であること 116)や海洋由来の A. terreusは主に α-1,2
結合で繋がるマンナンの中に一部 α-1,6 結合が存在し，枝分かれで Galf
も存在しているという報告がある 117)．また各種 Aspergillus 属菌の細
胞壁多糖に galactose 残基が存在するという報告はあるが 118)，病原性
の non-fumigatus Aspergillus のガラクトマンナンの詳細な構造について
は未だ明らかにされていない．また A. fumigatus は Galf を有するが，
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 A. niger は Galp を有するという報告があり，構造の再確認が必要とさ
れていた．  
ガラクトマンナンはヒトには存在しないため，アスペルギルス症の
診断として血中に存在するガラクトマンナン抗原の量をモノクローナ
ル抗体を用いて特異的に検出するという方法が開発されている．これ
は迅速診断ができるため有用な検査法の１つとして使われているが，
偽陽性や偽陰性の報告 119, 120)があることから特異性を上げることが求
められている．また，このモノクローナル抗体は Aspergillus 属菌を認
識できるものだが 121)，菌種により検出率に差があるという報告がある
122)．その結果は Galf 残基の量に依存すると考えられているが，各
Aspergillus 属菌の詳細な構造解析は未だ行われていない．そこで本章
では，A. niger 及び A. terreus のガラクトマンナンについて検出の精度
と感度を改善するための知見を得る目的でこれらの構造解析を行い，
菌種による構造の違いについて検討を行った．   
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 第二節 実験材料及び実験方法  
 
1．使用菌株及び材料  
Aspergillus niger NBRC 33023 及び Aspergillus terreus var. terreus 
NBRC 33026 を用いた．菌体は独立行政法人製品評価技術基盤機構バ
イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 本 部 よ り 入 手 し た ． Malassezia furfur 及 び
Trichophyton rubrum のガラクトマンナンは教室の標品を用いた．  
 
2．菌の培養  
菌の培養は第一章に記載した方法で行った．  
 
3．培養濾液粗画分の調製  
培養濾液粗画分の調製は第一章に記載した方法で行った．  
 
4．ガラクトマンナンの分離  
ガラクトマンナンの分離は第一章に記載した方法で行った．A. niger
及び A. terreus から得られたガラクトマンナンを以下それぞれ AN-GM
及び AT-GM と略す．  
 
5．部分酸加水分解による Galf 残基の除去  
部分酸加水分解による Galf 残基の除去は第二章に記載した方法で行
った．  
 
6．メチル化分析  
メチル化分析は第一章に記載した方法で行った．  
 
7．核磁気共鳴 (NMR)スペクトル分析  
核磁気共鳴 (NMR)スペクトル分析は第二章に記載した方法で行った． 
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 8．糖量測定  
糖量測定は第一章に記載した方法で行った．  
 
9．β-1,5 結合ガラクトフラノシル基に対するモノクローナル抗体と
の反応性  
β-1,5 結合ガラクトフラノシル基に対するモノクローナル抗体との
反応性は第二章に記載した方法で行った．  
 
10. 部分酸加水分解による Galf オリゴ糖の調製  
ガラクトマンナン 1 mg を 1 M HCl 1 mL に溶解し，100℃，7 分間加
水分解を行った．次に，エバポレーターにて濃縮乾固し，ANTS ラベ
ル化用の試料とした．  
 
11. ANTS ラベル化オリゴ糖を用いた蛍光標識電気泳動  
部分酸加水分解後のガラクトマンナンの糖量を 5 µgとなるように調
製し，凍結乾燥させた．その後，5 µL の ANTS 溶液 (酢酸 /水，3:17，
v/v，に disodium 8-amino-1,3,6-naphthalenetrisulfonate hydrate (ANTS)を
溶解したもの ) 及び，5 µLの 0.1 M NaCNBH3/DMSO溶液を加え，10,000
×g で 30 秒遠心し，37℃，15 時間インキュベートさせ，反応後 loading 
buffer (20% glycerol 及び少量の phenol red を含む 62.5 mM Tris-HCl，pH 
6.8) 5 µL を加え，ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った．なお，
ポリアクリルアミドゲルは，濃縮ゲル  8%，分離ゲル  35%，厚さ  0.75 
mm で作製し，泳動 buffer (19.2 mM glycine を含む 2.5 mM Tris，pH 8.3)
を用いて，100 V，120 分間泳動後，200 V，180 分間，300 V，90 分間
泳動した 91)．  
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 第三節 結果  
 
A. niger と A. terreus を YNB 培地で培養し得られたガラクトマンナ
ン（AN-GM，AT-GM）の糖組成分析の結果を Table 3-1 に示す．その
結果 mannose と galactose の割合は，AN-GM は 1.0 : 0.18，AT-GM は
1.0 : 3.3 であった．すなわち AT-GM は AN-GM と比較し galactose 含有
割合の大きいことが明らかとなった．  
 
 
Table 3-1. Carbohydrate composit ion of GMs of A. niger  and A. terreus .   
 
 
 
 
 
*  Relat ive molar rat io  
 
続いて AN-GM，AT-GM の結合様式を推定するためにメチル化分析
を行った（Table 3-2）．その結果，mannose 残基は non-reducing terminal 
mannopyranose (t-Manp), 2-O-substituted mannopyranose (2-Manp)，
6-O-substituted mannopyranose (6-Manp)，2,3-di-O-substituted 
mannopyranose (2,3-Manp)，2,6-di-O-substituted mannopyranose 
(2,6-Manp) が検出され，一方 Galf 残基は non-reducing terminal 
galactofuranose (t-Galf)，5-O-substituted galactofuranose (5-Galf) が検出
された．すなわちガラクトマンナンの構成糖としては A. fumigatus と
同様であるが 6-O-substituted galactofuranose (6-Galf)は検出されなかっ
た．またそれぞれの構成割合が異なっており，AN-GM では t-Galf と
5-Galf の割合は僅かであったのに対し，AT-GM では 5-Galf の割合が非
常に大きいことが明らかとなった．  
 
Mannose Galactose Glucose
82.6 14.5 3.0
(1.0)* (0.18) ( - )
21.9 73.1 5.0
(1.0) (3.3) ( - )
GM
Carbohydrate composition (%)
AN-GM
AT-GM
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 Table 3-2. GC-MS analysis of O-methylaldi tol acetates derived from methylat ion analysis of 
GMs of A. niger  and A. terreus  
 
 
 
 
 
 
 
 
aRetention t ime relat ive to  that  of 1,5-di-O-acetyl-2,3,4,6-tetra-O-methyl  mannitol.  
bMolar rat io  was calculated based on the 6-O-subst i tuted mannose residue (6-Manp)  of the core 
mannan structure.  
 
 
これらの全体構造を推定するために，1H-NMR 解析を行った結果（Fig. 
3-1A, 3-1B），AN-GM と AT-GM はシグナルが大きく異なっていた．す
なわち AT-GM では 5.192 ppm のシグナルが強く現れていたのに対し，
AN-GM では主に 5.212, 5.065 及び  5.054 ppm のシグナルが強くなって
いるが，これらに加えて 5.231, 5.195, 5.106 及び 5.082 ppm のシグナル
も認められた．続いて，コアマンナン部分の構造を推定するために，
それぞれのガラクトマンナンを 0.1 M HCl で酸処理し Galf を除いた多
糖（AN-GMa 及び AT-GMa）の 1H-NMR 解析を行った（Fig. 3-1C, 3-1D）．
その結果，両者のシグナルは同じであり，A. fumigatus のシグナルと同
一であるということが明らかとなった．すなわちこのマンナンは α-1,2
結合 mannotetraose が α-1,6 結合で直鎖状に繋がっている構造であるこ
とが明らかとなった．  
 
 
 
 
 
AN-GM AT-GM
2,3,4,6-Me4-Man t-Manp 1.00 2.3 1.3
3,4,6-Me3-Man 2-Manp 1.08 3.4 2.9
2,3,4-Me3-Man 6-Manp 1.11 1.0 1.0
3,4-Me2-Man 2,6-Manp 1.20 0.7 1.0
2,3,5,6-Me4-Gal t-Galf 1.01 1.1 4.0
2,3,6-Me3-Gal 5-Galf 1.09 1.0 17.8
O -methylalditol acetate Sugar linkage Relative retention timea
Molar ratiob
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Fig.  3-1.  1H NMR spectra of N-l inked polysaccharides.  AN-GM (A) and AT-GM (B) were treated 
with 0.1 M HCl to  remove the galactofuranose residues, yielding AN-GMa (C) and AT-GMa (D), 
respectively.   
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 更なる構造の解析を行うため，13C-NMR の測定を行った  (Fig. 3-2A)．
すなわち，AN-GM では 107.74 及び 108.55 ppm の 2 本の Galf 残基を示
すシグナルが存在するのに対し，AT-GM では 107.74 ppm に Galf 残基
のシグナルが 1 つ存在していた．また，このコアマンナンに対する Galf
残基の結合様式を検討するために，短時間の TFA 処理を行い側鎖の
Galf 残基を 1 残基のみとした AN-GMb を得て，同様に 13C-NMR の測
定を行った (Fig. 3-2B)．その結果，未処理の場合 2 本存在していた Galf
残基のシグナル (107.74 及び 108.55 ppm)が，TFA 処理を行うことで
107.74 ppm のシグナルが消失し，108.55 ppm のシグナルのみになった．
このシグナルに対応する構造を確認するために， 13C-NMR DEPT135，
HSQC，HMBC を測定し解析を行った． 13C-NMR DEPT135 において 6
位の炭素は低磁場シフトするが，AN-GMb において Man C6 を示す
67.57 ppm のシグナルは HMBC において H1/C6 のクロスピーク（Galf-E 
H1 5.065 ppm/Man-a C6 67.57 ppm）を示していた．すなわち 5.065 ppm
のシグナルは 1,6 結合 Galf 残基の H1 を示すことが明らかとなった．
また AT-GM のシグナルについては，クロスピーク H1/C5（Galf H1 5.192 
ppm/Galf C5 76.49 ppm）が存在していることから，1,5 結合 Galf から成
る構造であることが確認できた．  
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Fig.  3-2.  1H and 1 3C NMR analysis of AN-GM (A) and AT-GM (B). The r ight  panels show HMBC, 
and the left  panels show HSQC. Negative signals in the  1 3C NMR DEPT-135 corresponds to C-6 
signals.  
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 これらの Galf 側鎖の長さの違いを明らかにするために，AN-GM，
AT-GM 及び A. fumigatus から得られたガラクトマンナン（AF-GM）に
ついて短時間の酸加水分解を行い，側鎖から得られるオリゴ糖の組成
を蛍光標識電気泳動法により比較解析した（ Fig. 3-3）．その結果，
AN-GM では単糖と 2 糖を示すバンドしか得られなかったのに対し，
AT-GM では単糖から 10 糖以上のオリゴ糖が遊離した．AF-GM につい
ては，第二章までの解析により AF-GM から得られた単糖から 5 糖まで
のオリゴ糖には β-1,5 結合 Galf に加えて β-1,6 結合 Galf が含まれてい
ることが明らかとなっており，得られたバンドは結合様式の異なる異
性体の存在を示すと考えられる．一方，AT-GM から得られたオリゴ糖
では β-1,5 結合 Galf オリゴ糖と考えられる異性体の存在しないバンド
が得られた．さらに，AT-GM から得られたオリゴ糖は AF-GM から得
られたものよりも大きなオリゴ糖が得られていることから，AT-GM は
長鎖の Galf 鎖を有していることが明らかとなった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  3-3. Photograph of an electrophoretogram of ANTS-derivatized AN-GM, AT-GM and 
AF-GM.  
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 これらの結果より，AN-GM 及び AT-GM の推定構造を Fig. 3-4 に示
した．すなわち，AN-GM 及び AT-GM のコアマンナン構造は同一であ
り α-1,2 結合 mannotetraose が α-1,6 結合で直鎖状に繋がっている構造
を有している．しかし Galf 側鎖は大きく異なっており，AN-GM は β-1,6
結合で mannose に結合する Galf が約 2 残基存在しているのに対して，
AT-GM は同様に β-1,6 結合で mannose に結合する β-1,5 結合 Galf 側鎖
が平均して約 13 残基の長さで存在していることが明らかとなった．す
なわち AF-GM と比較すると，mannose に結合する Galf の結合様式が
異なっており，AF-GMでは 1,2結合であるのに対し AN-GM及び AT-GM
では 1,6 結合であること，Galf 側鎖に関しては AF-GM では β-1,5 結合
Galf 及び β-1,6 結合 Galf の両者が存在していたのに対し AN-GM 及び
AT-GM では β-1,5 結合 Galf のみから構成されていることが明らかとな
った．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  3-4.  Proposed structures for AN-GM (A) and AT-GM (B).  Each of the structures is  one of the 
possibil i ties out  of the statist ical ensemble. Man and Gal f  denote D-mannopyranose and 
D-galactofuranose residues,  respectively.   
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 これらの構造の違いが抗体との反応性に与える影響を検討するため
に，β-1,5 結合 Galf オリゴ糖鎖に対するモノクローナル抗体との反応性
を検討した（Fig. 3-5）．その結果，AT-GM は AF-GM と同等の反応性
を示すのに対し，AN-GM はほとんど反応性を示さなかった．また，β-1,6
結合 Galf からなる M. furfur のガラクトマンナン及び Galf 側鎖が 1 残
基である T. rubrum のガラクトマンナンでは全く反応性を示さなかっ
た．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.  3-5.  Reactivity of several  fungal  polysaccharides to  anti-β-1 ,5-linked Gal f  mAb. The assay 
was performed using the sandwich EIA system of P lateria Aspergillus  EIA .  
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 第四節   考察  
 
A. niger は既にガラクトマンナンの構造解析が行われており，そこで
は α-1,2 結合の mannotetraose が α-1,6 結合で直鎖状に繋がっているコ
アマンナンに，側鎖として Galp が 1,4 結合で繋がり末端に Galf が結合
しているという構造が報告されていた 116)．しかし，A. fumigatus のガ
ラクトマンナンとして報告されている構造の側鎖である β-1,5 結合
Galf とは大きく異なる構造であり，診断の際に使われている β-1,5 結合
Galf に対する抗体と反応することから，報告とは異なる構造を有して
いる可能性が示唆されていた．そこで今回 A. niger の構造解析を詳細
に行ったところ，A. fumigatus と同様の β-1,5 結合 Galf 側鎖を有するこ
とが明らかとなった．しかし，今回得た AN-GM の Galf 側鎖は非常に
短く約 2 残基程度であり，抗体との反応性も認められなかった．臨床
では A. niger も Plateria Aspergillus EIA で検出できる場合もあり，また
YPD培地で培養した際には比較的長い Galf鎖を有しているという結果
も得られていることから，A. fumigatus と同様に栄養成分の変化で構造
が変わる可能性がある．今後の研究により，この相違を明らかにする
ことで，Galf 側鎖の生合成経路が詳細に解明されることが期待される． 
これまでにGalf残基を含む細胞壁多糖の構造としては
Mycobacterium123), Leishmania124), Trypanosoma125), Penicillium36), 
Paracoccidioides126), Trichophyton38), Malassezia37), Fonsecaea67)などで
解析が行われている．特にMalasseziaのGalfはβ-1,6結合の直鎖であり，
単一の結合様式から成る糖鎖を有していたが，その他の多糖はGalf単
一ではなく，異なる糖を含むヘテロ多糖を構成している．すなわち
AT-GMのような単一糖鎖の連続構造は珍しく，特に長鎖であるため
β-1,5結合Galfオリゴ糖を得ることが容易であるため，今後Galfに関する
研究への利用も考えられる．  
今回の実験で，Aspergillus 属菌のうち，A. terreus や A. niger が有す
る細胞壁ガラクトマンナンの構造は  A. fumigatus と同一のマンナン構
造を有しており，異なる点は側鎖の Galf 鎖の長さであることが明らか
60 
 
 となった．同じ β-1,5 結合 Galf 鎖を有するという事実は，Aspergillus
属菌が β-1,5 結合 Galf を認識するモノクローナル抗体と反応するとい
うこれまでの報告が確認されたことになる．そのためその他の
Aspergillus 属菌も同様の構造を有している可能性が考えられる．また，
菌種により抗体との反応性に大きな差があるという報告の中で，A. 
terreus は A. niger に比べて反応性が高くなっており，Galf 鎖の長さの
違いが原因の１つに考えられる．一方で同じ菌種であっても抗体との
反応性が異なる場合も存在しているため 122)，菌株により Galf 鎖やガ
ラクトマンナンの生合成系に違いの存在している可能性がある．これ
らの事実は Galf 鎖と病原性の関係など，Aspergillus 属菌が有する Galf
鎖の詳細な理解を進めるための 1 つの手掛かりになるため，今後の研
究により Galf 鎖の役割等の解明の進展が期待される．  
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 総  括  
 
本研究で Aspergillus 属菌が細胞壁に有するガラクトマンナンの構造
の増殖条件による変化及び新たな構造を含む詳細な構造を明らかにし
た．  
第一章では異なる培地で培養した A. fumigatus ガラクトマンナンの
O-結合型糖鎖について検討した．A. fumigatus を YPD 培地と YNB 培地
で培養し得られたガラクトマンナンの O-結合型糖鎖に及ぼす影響を
検討したところ，YPD 培地から得た O-結合型糖鎖は直鎖状，分岐状の
ものが 4 糖までしか存在しないのに対し，YNB 培地から得たものでは
Galf 鎖が長く，10糖以上の糖鎖も存在していることが明らかとなった．
またそれらの構造として，新たに分岐状の Galfβ1→6(Manpα1→2)Man
と直鎖状の Galfβ1→5Galfβ1→6Man 及び長い β-1,5 結合 Galf 鎖の中に
β-1,6 結合 Galf 残基が含まれていることを明らかにした．  
第二章では異なる培地で培養した A. fumigatus の N-結合型ガラクト
マンナンについて検討した．A. fumigatus を第一章と同様の培地で培養
し得られた N-結合型ガラクトマンナンの構造解析を行ったところ，両
ガラクトマンナン間でコアマンナンの構造は変わらず α-1,2 結合
mannotetraose が α-1,6 結合で直鎖状に繋がっており，P-GM は側鎖の
Galf 鎖が短く β-1,5 結合で繋がる Galf 鎖が 3 残基程度存在するのに対
し，N-GM は Galf 鎖が長く β-1,5 結合及び β-1,6 結合で繋がる Galf 鎖が
長い側鎖では 10残基程度存在することが明らかとなった．さらに β-1,5
結合 Galf に対するモノクローナル抗体との反応性が両ガラクトマンナ
ンで大きく異なることを明らかにした．さらにこの長さの違いの原因
の１つとして galactofuranosidase の関与する可能性を示した．  
第三章では A. niger及び A. terreusの N-結合型ガラクトマンナンにつ
いて解析した．A. niger 及び A. terreus を YNB 培地で培養し得られた
N-結合型ガラクトマンナンの構造解析を行ったところ，両ガラクトマ
ンナン間でコアマンナンの構造は A. fumigatus の構造と変わららなか
ったものの，側鎖の Galf 鎖が AN-GM では約 2 残基しか存在していな
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 いのに対し，AT-GM では約 13 残基存在していることが明らかとなっ
た．  
Aspergillus 属菌は様々な栄養を取り込み生存することが可能である．
一方で，栄養条件が異なる場合，必ずしも同じ代謝物を合成するとは
限らず，特に Aspergillus 属菌が産生する酵素は特定の栄養成分や pH
で産生量が変化することが知られている 104, 127,  128)．本研究により Galf
鎖も同様に特定の栄養条件で産生量または分解量に変化のあることが
明らかとなった．近年異なる培地を用いた際に β-1,6 結合グルカンの代
謝が変わること 129)や血清存在下で抗真菌薬の活性に変化が生じるこ
と 130)が報告されており，栄養条件の違いと細胞壁の関係に注目が集ま
っている．一方で Galf 鎖の長さの変化とその機能については未だ不明
であり，細胞壁グルカンやマンナンが生体の防御機構からの認識を阻
害する作用を持つことや，栄養源の貯蓄として細胞外に作り出した糖
鎖を飢餓時に分解して利用するということが考えられているが，これ
らの関与についての検討は今後の課題となっている．  
近年Galf残基を認識するレクチンとしてインテレクチンが発見され
131)，Galf残基を有しているMycobacterium属菌を用いた研究が行われて
いる 132)．特に悪性中皮腫患者の胸水中に高濃度でインテレクチンが含
まれること 133)から腫瘍マーカーになり得ると期待されているが，一方
で肺に存在するインテレクチンの報告はあるものの 134)，インテレクチ
ンとアスペルギルス症の関連についてはこれまで報告がない．すなわ
ちGalfと生体防御機構の関係は未だ不明であり今後の研究の進展が期
待される．  
 アスペルギルス症の診断法の１つとして Galf 鎖に対するモノクロー
ナル抗体が利用されているが，これは ELISA 法で簡便に検出できると
いう利点をもつ．その後新たに PCR 法 135)も開発されているものの，
装置などの準備が必要であることから臨床の現場では依然として
ELISA 法が用いられている．一方で偽陽性や偽陰性の報告もあり，今
回の結果からも原因菌種や増殖環境次第では偽陰性となることが明ら
かとなった．そのため，複数の診断法を用いて総合的に判断すること
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 が必要と考えられる．  
本研究で，栄養条件の違いによって Galf 鎖の長さが変化することが
明らかとなったが，この事実は菌体を用いて Galf 鎖の機能に関する研
究を行う上で注意が必要であることを示している．Galf 鎖欠損株作製
時における近年の報告に，Galf 鎖の残存の確認をモノクローナル抗体
との反応性で検討し，実際の構造の変化は確認していないというもの
がある．特に UDP-galactopyranose mutase 欠損株においては Galf 鎖欠
損により病原性が減弱する報告 43)と減弱しない報告 136)の 2 種類があ
る．この原因として Galf 鎖の存在量に違いがある可能性があるため構
造の確認が必要と思われる．  
Galf 残基は人類が有していない特徴的な糖であり，未だ解明されて
いないことも多く存在する．今後，今回の知見をもとに Galf 鎖の更な
る研究が進むことで，Aspergillus 属菌に対する新たな治療戦略に繋が
ることを期待する．  
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